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и 0,1 мл взвеси тест-микроба (S. aureus), в концен-
трации 400 млн микробных тел/1 мл. Инкубирова-
ли 30 мин в термостате при 37°С. После инкубации 
пробирку со смесью центрифугировали в течение 3 
мин при 1000 об/мин. 
На втором этапе из осадка готовили мазки, ко-
торые затем фиксировали этанолом или любым 
другим методом, а затем окрашивали 5% раствором 
метилового зеленого, приготовленного на 1% рас-
творе уксусной кислоты, содержащем 5% этанол, в 
течение 3-5 минут. Для дополнительного окраши-
вания цитоплазмы и контрастирования поглощен-
ных бактерий мазок докрашивали слабым раство-
ром 0,001% эозина в течение 2-3 минут.
На третьем этапе проводили определение фа-
гоцитарного индекса и фагоцитарного числа с по-
мощью световой микроскопии, как описано выше 
(микроскоп Leica DM 2000, объектив 63/0,75 или 
100/1,25 окуляр 10/22). Подсчитывали общее ко-
личество лейкоцитов и лейкоцитов, содержащих 
микроорганизмы, а также среднее количество бак-
терий, поглощенных 1 лейкоцитом. 
Все исследования парных мазков выполнялись 
одним оператором.
Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили на персональном компьютере с 
использованием пакетов прикладных статисти-
ческих программ. Так как распределение данных 
не соответствовало нормальному, результаты экс-
периментов выражали через медиану, нижний и 
верхний квартили. Достоверность различий между 
величинами определяли по критерию Вилкоксона-
Манна-Уитни, а также при помощи парного крите-
рия Вилкоксона и парного критерия знаков. 
Результаты и обсуждение. При анализе об-
разцов метилового зеленого, полученных от обо-
их производителей, оказалось, что они содержат 
смесь красителей «метиловый зеленый-метиловый 
фиолетовый» в среднем соотношении 1:1 в зависи-
мости от образца. Это упростило методику окра-
ски, поскольку удалось установить, что метиловый 
зеленый эффективно окрашивает ядра фагоцитов, 
тогда как метиловый фиолетовый – поглощенные 
микроорганизмы.
Статистический анализ не обнаружил различий 
между результатами фагоцитоза с окраской препа-
ратов обоими способами. Значения фагоцитарного 
числа (n=10) составили 10,0 (8,2:10,9) при окраске 
метиловым зеленым и 9,45 (8,3:11,8) по методу Ро-
мановского; фагоцитарного индекса 69,0 (62:78) и 
73,5 (54:78), соответственно, при р=0,85-1,0 по всем 
использованным статистическим критериям. Это 
подтверждает эквивалентность обеих методик, при 
этом наш способ сокращает время окрашивания 
препаратов не менее чем в 5 раз.
Выводы.
1. Разработана модификация метода определе-
ния фагоцитарной активности лейкоцитов перифе-
рической крови в реакции с красителем метиловым 
зеленым.
2. Данная модификация позволила ускорить 
окрашивание препаратов фагоцитоза не менее чем 
в 5 раз в сравнении с традиционной окраской по 
Романовскому-Гимзе.
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ГИСТОХИМИЯ ГЛИКОГЕНА В ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ЦИРРОЗЕ
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Актуальность. Характерной особенностью ге-
патоцитов является их способность запасать и 
утилизировать гликоген как основной энергети-
ческий метаболит. Данные о содержании гликоге-
на в цирротически измененной печени животных 
немногочисленны и достаточно противоречивы. 
Исследование содержания гликогена в печени крыс 
с экспериментальным циррозом показало, что оно 
ниже, чем у контрольных животных [2,3]. Однако 
в других работах было выявлено, что содержание 
гликогена в цирротической печени в несколько раз 
превышает норму [1]. Таким образом, проблема со-
держания гликогена в печени при ее поражениях 
остается весьма актуальной проблемой биохимии, 
физиологии и морфологии.
Цель исследования. Выявить гистохимические 
особенности распределения и содержания гликогена в 
печени белых крыс при экспериментальном циррозе.
Материал и методы. Эксперимент проведен в 
осенне-зимний период на 36 половозрелых беспо-
родных белых крысах обоего пола массой 180-250 г. 
На выполнение данных исследований получено раз-
решение этического комитета Витебского государ-
ственного медицинского университета. Животных 
содержали в стандартных условиях университет-
ского вивария. Токсический цирроз печени модели-
ровали путем длительного (19 недель) внутрижелу-
дочного введения масляного раствора четыреххло-
ристого углерода и этанола методом свободного вы-
паивания. Материалом для патоморфологических 
исследований служили фрагменты нормальной и 
патологически измененной левой боковой доли пе-
чени животных. Для выявления общих гистологиче-
ских изменений срезы окрашивали гематоксилином 
и эозином. Гликоген в печени выявляли по методу 
Шабадаша обладающий высокой чувствительно-
стью и специфичностью (Роскин, 1951). Для полу-
чения сопоставляемых данных всегда точно выдер-
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живали условия для проведения всех процессов об-
работки материала (продолжительность фиксации и 
заливки, толщину срезов, время их инкубирования 
в различных средах). Контрольные срезы обрабаты-
вали амилазой слюны в термостате при температуре 
370С в течение 30 мин. 
Для морфометрического анализа использовали 
программное обеспечение анализа изображений 
ImageScope Color. Для анализа морфометриче-
ских показателей производили микрофотосъемку 
случайных полей зрения микропрепаратов циф-
ровой камерой OLYMPUS XC 30 на базе микро-
скопа OLYMPUS BX 51 (Japan). Статистический 
анализ полученных результатов проводили в та-
бличном процессоре Microsoft Office Excel 2007 и 
STATISTIKA 6,0. Определяли средние значения, 
стандартные отклонения. Статистически значимы-
ми считали различия при р<0,05.
Результаты и обсуждение. Гистологическая 
картина печени крыс контрольной группы по дан-
ным гистологического исследования в целом со-
ответствовала критериям нормы. У подопытных 
животных верифицировано формирование моно- 
и мультилобулярного цирроза печени умеренной 
стромальной и слабой паренхиматозной активности 
с преобладанием жировой дистрофии гепатоцитов.
У контрольных животных гликоген выявлялся 
в виде зерен и гранул фиолетово-вишневого цвета, 
которые заполняли всю цитоплазму.
Длительная интоксикация животных вызывала 
резкое достоверное мозаичное снижение количе-
ства гликогена. Среднее содержание гликогена было 
ниже по сравнению с данными контрольной группы 
в 4,14 раза (60,18±0,97 и 14,52±0,94, р<0.002) у самцов 
и в 4,32 раза (65,5±0,87 и 15,13±1,22, р<0.002) у самок. 
В большинстве клеток гликоген вообще не выявлял-
ся. Клетки, переполненные гликогеном, встречались 
редко. В гепатоцитах преобладал крупноглыбчатый, 
агрегированный гликоген, часто сливающийся в го-
могенные массы. В отдельных клетках одновремен-
но наблюдалась различная окраска этих гомогенных 
масс: фиолетово-вишневая, красная, бледно крас-
ная. Можно предположить, что это одна из стадий 
синтеза или распада гликогена. Гликогеновая при-
рода гомогенной массы доказана тем, что обработка 
срезов амилазой слюны полностью отменяла поло-
жительную реакцию. Возможно это патологически 
измененный гликоген.
В поверхностных цирротических узлах содер-
жание гликогена было больше, чем в узлах, рас-
положенных внутри. На отдельных участках ги-
стологических препаратов наблюдалась картина 
полярности расположения гликогена: полисахарид 
выявлялся на васкулярном полюсе гепатоцита в не-
посредственной близости к синусоидному каппи-
ляру, т.е. цитоплазма клетки была заполнена глико-
геном наполовину. Однако встречались и участки, 
где полярность нарушалась, т.е. гликоген локали-
зовался в билиарном полюсе. Возможно, гранулы 
смещались на другой полюс клетки, чтобы осво-
бодить место для вновь образующихся гранул, или 
же часть гликогена подверглась распаду. Следует 
отметить, что в отдельных синусоидах встречались 
гранулы и зерна гликогена. Можно предположить, 
что это гранулы и зерна разрушенных гепатоцитов. 
На стадии длительной интоксикации признаки ре-
генераторной активности были выражены слабо. 
Чаще встречались разрушенные гепатоциты и на-
блюдалась картина, когда гранулы вываливались 
из разрушенных клеток.
 У животных с асцитом гликоген в гепатоцитах 
в основном не выявлялся, только кое-где определя-
лись клетки с единичными зернами гликогена, кото-
рые иногда сливались в гомогенную красную массу.
Следует также отметить, что на отдельных пре-
паратах отмечалось гомогенное розовое окрашива-
ние соединительной ткани. Можно предположить, 
что это углеводные компоненты гликопротеино-
вых и мукоидных образований. Возможно, про-
исходит накопление ШИК-позитивного материала 
в области дезорганизации соединительной ткани 
(Segovia, 2010).
Выводы. Полученные в настоящей работе дан-
ные свидетельствуют о том, что при эксперимен-
том токсическом циррозе печени происходят из-
менения углеводного метаболизма гепатоцитов, 
проявляющиеся в снижении количества гликогена 
в печени белых крыс. В результате длительной ин-
токсикации животных уменьшаются энергетиче-
ские ресурсы печени, тем больше, чем сильнее вы-
ражен патологический процесс.
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